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~* uitimix iei zur Tunorbehandlung. 



Pfltcntanspriiche. 

1. Intravttsal Xtt vembreichcnde Arzneimittel zur 
Tumorbehandlunj, gekennzeichnet durch einen 
Gehalt an in Liposomen und/oder Erythrozyten 
enkapsullerten Imnunstimulotia oder Cytotoxics* 

2. Arzneimittel nach An sprue h l. gekennzeiehnet 
durch einen Gehalt an in Liposomen und/oder 
Erythrozyten enkapsulierte^, gegcbencnfalls elner 
Hembranveranderung anterzogenen Mefflbranfragoenten 
Oder Membranextrakten von Primartumor- Oder 
Mctastasezellen* 

3- Arzneimittel nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch 
einen Gehalt an enkapsuliertem Interferon, Inter- 
feroninducem und/oder anderen an sich bekannten 
Immunstifflulantien* 

4» Arzneimittel nach Anspruch 1-3, gekennzeichnet 

durch einen Zusatz von di* Ant igen-Ant ikorperreakt ion 
verstarkenden Substanzen, 

5* Arzneimittel nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch 
einen Gehalt i*n Peroxydbildnern, Imaunotoxiner. oder 
spezifischen Cytostatika, die in Liposomen und/oder 
Frythrozyten enkapauliort s*nd, welche an der 
LiposomoberPache nonoklonale Oder praabsorbierte 
Heteroantikorper gegen Tumorantigene (TSTA , TATA) 
tragen. 
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Die Erf indung betrtfft Arzneimittel zur Behandlung von 
Tumorerkrankunsen. ZahlreicJic Forsebungsarbeiten in 
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verschiedenen Undent beschafti *ich «it den fur di ~ 

Tumor- und Met« s t»»w 'rii,,Jcrung vorAntwortlichen 
Immunol ogisc hen Kontrol I mechani sracn und haben bereits 
jetzt viel zum b e3 «eren Verstandni s beigetragen. 
Danach kommt den Makrophagen cine zentr A ] e Bedeutung 
bei der Erkennung und selcktiven Abtotung von Tumorzcilon 
ZU " Die a *>«rviegend sessilen Makrophagen gehoren zu 
den Fhagozyten. also denjenigen ZeJIen. die Gewebe trwaer, 
Fremdkorper, Mikrobien und andere Zellen aufnehmen und 
verdauen. die amoboid beveglichen Makrophagen zeichnen 
sich durch einen groften spindel f ormigen Zellkern »it 
zahlreiehen Vakuolen e.us. E s hat sich nun hernusgestel 1 t . 
dars irf zvei kritischen Phasen der Tumorent stehung und 
-ervtwicklung. nSmlich in der k, itischen Friihphase der 
Erstetablierung von spontan Oder fnduziert t ransf ormi er t en 
Einzelzellen und in der zweiten kritischen Phase der 
Metastasenbildung nach Dissipation und Ansi editing der 
Primartumorzcllen in Sekundarorganen die Aktivicrung der 
fur die natiirliche Immunabwchr gleichfalls ve.antwortl.khcn 
NK ~ ,Nr ~ un * K-Leukozyten nur iiber aktivierte Makrophajren 
verlauft bzv. nur in deren Anvesenheit funktioniert. Xach 
einigen Untersuchungen sollen selbst bei der spezifischen 
Cytotoxicitat der T-Lymphozyten Makrophagen beteiligt sein. 
dies fiihrt zu einer Erhdhung der Immunogeni tat durch 
Umwandlung der Antigene zu sogenannten Superantlgenen . 
Vorbedingung fur die unspezifische Tumorizidi til t der 
Makrophagen. die genau zvischen transf ormi crt cn und nor^a.'cn 
Zellen in syn-, alio- und gar xonogenen Systemcn unter- 
scheiden konncn und koine Resistenz. die sonst regelmaftig 
bei Cystoatatik- und B*str*Mung beobachtet ward, ausleise 
ist deren Aktivierung; nicht aktivjerte Makrophagen „i„d 
inoffektiv. Nach apezifiachar oder unspezi fi scher StinoJi 
werden Makrophagen selcktiv tumorizid. Diese Eigensc li.if t 
ist so ausgepragt . d*f\ »i*her noch keine Tumorze ? 1 sul. f.oj.u 
Jntionen hoobaehtet wonl-n *ind. die ,1..,, «k t i v i 1 ,-t, 
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Makrophagen gc^eniiber Resistenz entwickeln wiirden, im 
Gegensatz zu d regelraafi i beobachteten Resistenz ciniger 
wenijer TumorzeilcloTiea gegeniiber alien Cytostatika 
und Deatrahlung. Dieser Urns t and 1st deshalb von 
besondcrcr Bed eut ting, da man heute vei&, daft jeder 
Tumor aus elner grofien Anzahl von Subpopulationen 
besteht , die aicb im Phanotyp, Xaryotyp» Hezeptoran- 
wesenheit » Inaunogenitat ♦ Antigenstznjktur T Metasta6en* 
neigung und Ansprechbarkeit auf Cytostatika und 
Be st rah lung unterscheiden. Durch die Resistenz der 
Subpopulationen konnan Tumore spater zu Rezidiven 
fiihren. Durch die selektive Abtotung der nicht 
resistenter Tumor cell cones gevinnen die resistenten 
Turyorzellen sogar einen Selektionsvorteil . Dies wird 
besonders plausibel , venn man die Erkenntnisse atterikanischer 
Forscher ins Auge raftt , wonach Subpopulationen innerbalb 
des Prima r tumors eine grofle phano typische Diver si tat 
entvickeln, sobald ale aus des Tumorzusatomenhang , vie 
z.. B. bei Vcrsuchen in Form der Monokl onierung Bit 
anschlieftender Koloniebild>:n^, befreit werden. Die Zellen 
unterliegen danach im Tuoorgewcbe einer gegenscitigen 
Kontrolle. Vie Porschungen in Israel festgestellt haben, 
kontrolliert der Primartuteor auch die Metastasen. die nach 
Entfernung des Primartumors "explodieren" konnen • Aucb 
im Tierversuch 2eigt sicb, daft exne niedrige Zahl von 
Tumorzellen zvar zu kleinerem Tumor f tibrt , die Me tastasierung 
jedoeh ausgepra&ier sein kann. Da die Aktivierung von 
NK-Zellen, die in i.rster Linie fur dit* Verhinderung des 
Angchcns von den ci*5ten tronsformiertcn Zellen und spater 
von <U.-n dissemi ni ert en Tumcrzellcn in den Praraikroraeta- ! 
?*tasen vcrantwort'ich gemacht werden, ut-^r die Hakrophagcn- 
akt i vicrung verliiuf t , ergibt sich daraus die zentralc 
Holle der Makroplicgen bei der Bekanipf ung von Turnorzellen. 
Es ist auch bet-cits bckannt , daft die Makrophagonaktivierung 
cine direkte Funktion der 3 mmun s t imul ator 2ugangl i chke i t 
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iat, ^ie am Bciapiel der itwminpotenzi erendcn synthet i Hi hen 
Polydnicn^n ode- ~~ Bsispiel von bafctericll en 
Lipopolysachariden gezeigt werden konnte. 

Der vorlicgendci* Erfindung J iegt daher die Auf^abe 
zujrunde, die Zugangl i chkci t von Itwunstimulati en 
Oder Cytotoxika zu verbcsscru. Zur Losung dleser Aufgabe 
werden Arzneimittel vor^cschlagen, die dadurch gekennreichn 
Bind, daft sie einen Gehalt an in Liposomen und/oder 
Erythrocyte?* enkapsulierten Immunst inulant ien oder 
Cytotoxika aufweisen, wobei die Tranport -Liposomen bzv. 
-Erythrozyten im Fnlle der Cytotoxika an der Oberflache 
mit assoziierten oder kovalent gebundenen tumorspezi- 
xischen Tmmunglobul inen bcladen sein mussen. Die 
Liposomen sind diskrete Zcl Ipart ikel , die im wesent lichen 
aus Phophol ipidcn best ehen und in muJ t i 1 amel larer Form 
vorliegen. Die Liposomen werden in erster Linie durch 
Makrophagen phagozytiert bei der sogcnanntcn "clearance" 

Liposomen aus der Blutbahn. Kach der Phagocytose 
werden die in den Liposomen enthaltenen Verbindungen 
iiber Phagolysosomen in das Cytop2asma internasiliert . 
Wie man bereits von Untersuchungen mit Liposom-enkapsuUcrtc 
MurawyJ -Dipeptiden oder MAF (makrophagen-aktivierender 
Faktor her weifl, xiben diese immunst imulierenden Subatanzen 
schon in einer Konzentration, die nur l/5oo bis 1/20,000 
der Dosierung der gleithen Substanz im 1 iposomf re i en 
System betrogt • auf die Makrophagcn eine starkc 
st imu) i erendc Wirkung aus. Die Liposomen lassen sich nach 
dem in Cancer Research 39. fiftl pp 1979 beschri ebenen 
Verfahren mit verschieden^n Verbindungen beladen, wobei 
im vorl x^z^^^^^ Fall Immunst imulant i en oder Cytotoxika 
angesetzt werden- Anstelle der Liposomen konnen auch autolo$ 
homologe heterologe, grgcbenenfaJ Is vorbchandel te 
"^ythrozyten, gut phagocytierbare, inaktivierte Bakterien- 
stnmmc oder auch homo- oder hcterol ogo Makrophancn, rfir 
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zuvor In-vitro die J«munatiBulator-tnth«ltenden Evythrozyten 
i n t«rnalisiert hat ten. eingesetzt -erden. Auf diese Veiae 
, 6 . 9en «ich ;.ie Torat.-!-:* Imuiaioren in hoher Konzentration 
und gezielt an die Zielzellen und die korpereigenen 
Makrophagen w«itergeben. 

j . Als tumor spezif ischc Iouminst jmul ant i en eignen sich 
erf indungagemaft ; 

1.1. Hembranfragoente und/oder Membranextrakte von 

Meta stasenzell en 
j. 2. Hembranfragmente und/oder Membranextrakte 

von in ihrer- Oberf laclienatruktur gezielt 
? veraodei-ten Primirtumor- und Metast asenzel len 

vobei die AusgangstunorxcJlen mit heterophilen 

Antikorpern voropsoni siert soin konnen. 

Die gezielte Membran- ( Zel I ober f J cchen- ) 
Veranderung kann durch nachfolgende Behandlungs- 
arten verwirklicht werden: 
1.2.1. Behandlung der Tumorzellen mit Lektinen und 

Protektinen 

1.2.1-1- mit concanaval in A (Con A), welches spezifiach 

die A-D-61ucor<e und s-D-Mannose-Saeeharidengruppeu 

an der Zellobcrflaehe bindet 
1.2.1.2. mit VGA (Agglutinin aus Veizenkeiml ingen) . welches 

rur die endstandigcn N-Acetyi-D-Glucosamingruppen 

*pozi f i?*ch ist 

1.2.1 O. mit SBA (Agglutinin aus Sojabohncn). d*s mit den 
N-Acetyl -O-M actosami n-£n<lgmpp«n sper.if isch 
reagiert 

mit rf«m Agglutinin »u* Ricinu« communis. welch«s 
specif isch die D-r.almtosC- und L-Arabi noso- 
EndRrupp^n hinrtct . 
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Veitere intereasante Pfl anzonag^l ut inine «*ind 
! noch Extrakte oug Lotus tctragonolobuji. 

| ? : ^«co]U8 limcnsis, DoJichoa biflorufi, 

t Limabohnen (PHA) Phytolacca americnna. 

Laburnum alpinum, Vic in cracco. Sophora 

japon^ca, solanun tuberosun, Sambucusi ni^ra. 

Hara.tnius oreadea u . a . 



Auch protcolytisch teilgespal tenc Lcktine, 
die jhre Spezifitat beihohal ten habcn, nin<t 
interessant, well si« die Kontaktinhibition 
restaurieren und die Obcrflache vo*. Tumorzellen 
inmunogcncr gestaJtcn kbnnen. Sehr interessante 
Gruppe stellcn auch die Protektine dar- Zu 
dicsen ticrischen Ajglutinincn gchor< n Extrakte 
aus Helix pomatia, Helix hortcnsia, Otala 
lactea, Sal mo 5alar, Sal mo irideus etc. 



1-2-2- Behandlung der TumorzeHcn ( Prima r tumor- unri 

Metastasenzellen) durch Enzyme, die die Ober- 

flachcngruppcn abspal ten 
1.2. 2.1. nit KDE (-"receptor destroying enzyme". 

Neuraminidase, sialidase): Abspaltung der 

errfetandigen Neuraminsiiurc-Einheiten 
1.2.2.2* mit spez* Glycosidasen und ft-Glyccsi da«en ) : 

Ah s pal tung ends tiind iger Sac char ideinhei ten 
1.2.2.3* mit spez. Glycosaminida sen (Mucopolysaccharid^son 

Abspa) 'un.n «»dstandiger Glyco?a«ine bzw, Ober- 

n achenmucopol ysacchar i de 
1.2.2.4. mit protoolyt i.**cb<in Fn/ymcn (prona^c, Papain u. 

Trypsin): Abspaltung von Mucoprot ei den u. 

Lipopr'oteiden der Zcl ) obcrf] ache 
7.2.2.5- cvt 1 . 1 n icht e Bchandlung mit El ast ( in ) ase , 

Col ]#ij;« nft?*o , Phosphatase u. RNase. 
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1.2.3- 
1.2.4. 

1.2.5- 
1.2.6. 

1 .2.7- 
1 .2.8. 



Behandlung der Tumorzellen mit Perjodat 
Vorsichtige Vorb»haadl«i« der Lyophiliaierten 
Tv:aor*ellen (turch li^oide Usungsaittel 
Behandlung dcr Tumorrellcn mit Iodoacetat 
Oder IodoAcetamid oder N-ithylmaleimid, 
die alle -it den Sulfhydrygruppen reagieren 
Behandlung der Tu«or*eIJen »it Dinitrophenyl- 
«inoc«pro.t oder TNBS (2, 4 T 6-Trinitrobenzyl- 
sulfonsaure) 

Behandlung der Tuaorzellen mit (DNCB) 
(Oinitrochlorbenzol) oder DNBB (Dinitro- 
brombenzol ) 

Behandlung der Tumorzellen mit Formaldehyd- 
!,osung oder Guanidin/Hamstoff . 
Die milde Behandlung der Tumorzellen mit 
Formalin iat deshalb von besonderem Interest, 
da, vie bei Diphterie-Toxoid , die Immunol ogi ache 
Spezifitat nach- der Behandlung der Zellen 
nicht verloren geht und man von einem 
weitcren Vorteil profitieren konnte . namiich 
der Tataache, daft Antisieren gegen ein mit 
Formaldeh.d behandelte* Protein Kreuzreafctivitat 
„it anderen f ormaldehydbehandel ten Proteinen 
(Zellen) eingchen. se bat we«n zvischen den 
nativen Formen. der Proteinzel len keine 
Kreuzreaktivitat besteht. Oie 1 etzt genannte 
Eigenach^ft f ormalinbehandelter Zellproteine 
diirfte nur ein Sonderfal) einer al 1 ge-riner *n 
Beobachtung sein. vonach denaturierte Proteine 
schr oft irnmunologische Kr eu 2 r eakt ivitat auf- 
weisen. Diese Eigenschaft formal i nbehandel t er 
Tumo^elJ-Oberfliichenproteine konnte eine 
wi^htige RolJe bei der angestrebten Durch- 
brechung d ,r "sma 1 1 -dose"-Para 1 yse gegenuber 
Tumor-. s|.rtiell Metftstas*" 2 *' J en *pielen. 
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1 .2.12. 



1.2.9- Dehandlung der Tuaortellcn «it G2 ctardi al dehyd 

1.2.1o. Beheno'Jun* d*r Tuwrzellen mit Picrylchlorid 

Cehandlung d«-r Tumor**Jlen ait einigen Parbatofre, 
die mit Protcinen ( der 2elIobei-riiche) «t»hii e 
Verbindungen eingehen, zuq Beispiel : 
Coomasnie R-250; Ami doschwarz loB; Nigrosit; 
DibroootriBulfofluorescein; Procion Brilliant 
Blue RS; Fast Green (F.C.F.. Food Greer, 3 > ; 
Xylene Brilliant Cyanine G (Coou.sie Brilliant 
Blue G 25o) Red V und FDNE 

Xovalente Bindung von Proteinen (fl«g a ») und 
kontrolliert synthetisjerten Polypeptiden an 
PrimSrtuBor- und bevorzugt an Metastast-nzell. 
oberflacbenstrukturen zwerks Immunogenl tats- 
steigerung. 

Synthetische Polypeptide konnen linear oder 
verzweigt sein, z.B. in Form eines Reuptstranges 
mit Seitenketten. Sie konnen aut einer einzigen 
Arainosaureart aufgebaut sein, Z-B- al s j 
Poly-d.l-Alanin orfer Polytyrosin oder auch I 
aus 2 oder 3 versebiedenen Aainosauren kombinieri .: 
Verden diese Ketten als liaptene an A.»tigene 
angehangt , so konnen sie die Inmungenitat des 
Trager-Antigenj giinstig oder ungunstig 
beeinflussen. Poly-d , 1-Alanin als Hapten setzt 
die Immunogenitat des Tracers herab. Polytyrosin- 
ketten steigern die Immunogenitat des Trager- 
antigcn.s und konnen soger Gelatine ioununogen 
machen. Im aj lgcmcinen st« ijcort Verschiedenhci t 
der Aminosauron eincs sy.ithetischen Antigens i 
seine Immunogenitat. Wcsentliche Anforderungen j 
an ein solches Ant igenmol ekiil sind eine stabile 
Grundstruktur, eine nicht zu bohe elektrische 
Laduiig und Position der immunogen wichtigen j 
Tyrosine an den exponierten Stellen der Seitenkettl 
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Die kovftlente Bindung von iHmwinogenitaits- 
btei&ernden Proteinen an die Tanorrell- 
oberflache kann mit Hilfe dtr epeziell 
In der Af f initatschz-omatographie vielfach 
erprobten Techniken wie ED AC , BrCN, 
N-Hydroxy«uee>inimid-E«ter und BDB (Bis-diazo- 
benzidin) erfolgen. 

Eine veltere Moglichkeit besteht in der 
Kopplung fiber hexaazotiertes Pararosanilin. 
1 .2.13. Dielntnunogeni tat konnte gesteigert und die 

••low-zoTie M / M lo^ -zonc H / M sJMl 1-dose" Toleranz 
duvchbrochen verdcn, wenn Primartumor- und 
vorzugsweiae Hetastasenzellen mit Hyelomzellen 
hybrid! si ert und Z» 11 membranf ragmen t e ur.d 
-extrakte so gebildeter Hybridome al s Liposom- 
Enkapsulato injiziert werden. 
Man weiB von den Versuehea mit den (nicht- 
enkapsulierten) Intcrspezies-Hybridomzellen her. 
daft diese Hybridone nach der Inokolierung 
zubi Unterschied zu den urspriingl ichen Tumor- 
zellen nicht angehcn, well sie wegen der homologen 
oder heteroiogen Histokoropat ibilitatsantigene 
an der Zel 1 ob<-rf1 rtche immunologisch abgestossen 
werden. Dies iat ein vichtiger Gesicht spunkt 
bei den Uberl egungen zur Durchbrechung der 
oben e»-vahnveri »Jow-zone''/"small-dose"-Toler»nz, 
also Her Paralyse des Immunappjirntes in 2 Kritiscn* 
Ab*chnit t«rn d*r Tumorentwicklung. in der Friihphase 
dct- Et«Micrung crstcr ;rinsfor»ierter Zel 1 en 
und in d*r 2. KuBcrst kriti.-*chen Phase der 
Et(ibH.rting <Jis>.pmjniertcr Hetastasenzellen 
in Koionien ( Pr.imi kroacUstascn ) . wodurch ein 
kurabler Priahrtumor zum inkurablen Metastasen- 

bcgleKfttgn Tumor wird. Die Tatsacbe. dafl disse- 

miniertc Tumorzellen als gut zugangliche Exnzelzell 
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und Mikroaggregate in *cr Blutbahn der 
i**f5«r»olo ~i*^en Surveillance enlgehen kbnnen . 
l s »Bt sich kaum andera ala dvrch die erwahnte 
,, low-zone M / w small-<loae w -Para3y8e deuten* 
Ausschlafgebend durfte hierbei das r *.shedding r * 
der(Tumor (neo) antigene) (TATA t TSTA ) in die 
Blutbahn scin, d-h. das persist i erende . gleich- 
maAige Ausscheiden von geringcn Mengcn (schvacher) 
Inmunogcne, der labilen und speziell in Form von 
Immunkomplexen leicht von der Tumorzellaembran 
abloabaren Tumorantigene. 

D *** erf indungsgemafte Yorschlag« durcb gczielte 
Verande.-ung d€r Tumorzelloberflache, sei cs durch 
kontrollicrte enzyma.tische oder chemische Behandlun 
bzw. kovalente Kopplung von immunogenitatssteigcrnd 
Proteinen und synthet ischen Polypeptiden . sei es 
durch Hybridisicrung ( Inters pezie?-Zel 1 hybr ide ) . 
die Kreuzreaktivitiit zu erhc-hen und durch diese 
Xenogenisation M 5ch J afcndc" , inaktive Clones der 
kleinen Lyraphozyten( "nemory cells") zur Prolifcrati 
und zcllverm? ttelter Zytotoxizita t anzuregcn, crhal 
starke Impulse in ncuesten Erkenntnissen der 
Immungenetik, vonach, vie am Model 1 des 3-lX-Tuoors 
gezeigt , inokulierte Tuoorzellen nur in jenen 
Mausestammen zur Metastasierung befahigt varen, 
die einen identischen H-2**~Hapl otyp auM^sen. 
So geringe Unterschiede vie beispiel sveise 
Differenzen im »-2 k . b-2 H , H-2* oder H-2 S -Hi%pl ot yp 
des MHC der M f iiu5C5t; mme reichtcn aus , ua das 
Anger: en der Metastasen zu verhi ndnrn • 

2. Als unspezifische Immunstimulantien eignen .sich 

erfindungsgemaft Liposorn- und Erythrozytcn-En- 
kopsulate von: 

2.1- Interferon (z.Ii. Recombinant Interferon A, 

gcncrel J : f ibroepi thell es leukozitaros und 
immuninduzicrtes, d.h- ciurch Antigen- und/oder 
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Mitogen-Kontakt induziertea Interferon) 
2.2 . Interferon-Inducers 

2-2.1. Volyrlboftuclvftli.'e Cstabil iaiert mit CM-Zellulose 
and Polylyain) 

2*2*1 . 1 .Einstranghoaopotymere poly rl. 

2.2. 1 .S.DoppelstrangfcwDopoiymere poly rlrrC 

poly rA:rU 

2.2.1. 3. Al ternierende Copolymer*: poly rlzrC/poly rArrU 
2.2.1*4 Homopolymere-Copolymere : poly rI:poly rC:rG 

2.2.2. Polydesoxyribonucleotide (stabilisiert m. 
CN-Zellulose und Polylsin) 

2.2.2.1 Homopolymere poly dA:dT 

2.2.2.2 polydesoxyribonucleotid-Analose poly sl:sC 

: »(Thiophosphat an Stelle 
von Phosphat 

2.2.3. Poiyribonuclrotid-A^gregau poly rl : rC/DEAE- 

Oextran 

poly rl : rC/poiy-L- 
Lysin 

(Die Bindung an poly- 
L-Lysin erhoht die 
Stabilitat) 

2.2.4. Niedermolekulare Interferon-Inducers 
Tilorone (Bis-diathylaoino-athylf luorenon) • 
kationische Farbstoffe wie Acridin und Quinacrin, 
Propan-diamin . MercaptoalkyUmine , BL-2o8o3 - 
MA-56,AET,U-25/l66, PMA ( sPhorbol-Myristat-Acetat ) • 
Cimetidine* 

2.2.5- Andere Immunortimulatoren, die ss.T. iiber Interferon- 
Induktion der Imreunabwehr steigern, sind 

2.2.5.1 P.akterien und ihre Extrakte (Llpopolysaccharide, 
Lipid A, . Endotoxin*, Toxoide) 

BCG. Brucella abortus* Brucella nelitensis, 
Corynebacterium parvum, Haemophilus influenzae, 
Klebsiella aerogenes. Listeria monocytogenes u.a. 
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2.2. 5-2. Lektine und Pror.ektinc t z.T. protcotytisch 

vorjcspaltPn ConcAr. tWA Iin A, VGA, SfSA. PHA ♦ i\\\V 

Umcnsis, Lotus tetrajjonolobus, Dotichos 
bifJorua, Phytolacca amtricana etc. sovie 
Protaktinc au.i Helix hortensis, ifclix pom.iti,i, 
Otala lactca, Salmo solar, Saitno irirfcu.s etc. 



Von besonderen Vorteil slnd Kombinationen 
1 von 2.2. J.l. und 2.2.3-2. 2.8- von BCG und 

Con A sowie von 2.2.3-2. und Neuraminidase- 
vorbchandeitcn 2.2.3-1- r-B. PNA (speanut 
agglutinin) und Neuraminidasevorbehandelten 
BCG. Der Effekt kann durch gleichzei tige 
In j i2ierung von unver.indcrtcn oder in ihror Obor- 
flachenstruktur ^.ielt veranderten (Primartumor- 
oder Metastases) ZelTen noch vcrstarkt werden. 
Intercsaant sind auch basiscbe Polymery (Poly] sin. 
Protaminsulfat). An Stelie von BCG kann der 
Methanol-Extrakt aus BCG (MER ) oder die gereinigte 
aktiv.e Substanz aus BCG (MOP, Muraray I -Dipept id ) 
vervendct werd-n. 
2.2.5.3. . Planzenextrakte Lentinan und Pachymaran bzw. > 
Carboxytoethyl -Pachynaran 

2.2.5.4. KLH (Keyhole-limpet-hemocvanxn, Leatil. 
Levamisol, Zymosan, TNP-KLH (Trinitrophenyl- 
Keyhole- lirape* -hemocyanin) 

2.2.5.5. Statolon, Pvran-copolyraerc (Maleinsaure- 
Oivinylather-Copoiymcre) . COAM (n.CIacs), 
Levan, Triton WR 1339 

2.2.5-6. Thymus-Hormon (Thymus- Ex trnk t ) 
2.2.5.7- 13-cis-Retinoid, wasserlosliche Selen- 

Verbindrngcn (z.B. Na-Selenit) und li-Salze 
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2.2.5.8. (hazolone ( ein T-Zell -Stimulator) 

O.2.5.9. Ca.(P<V 2 . BeSO^. Vit .A/Bento„it 

2.2.5.1c. Hiu I «. II. Wax C. US-behandelte Bakterien 

3 Zur direVcten orter indircktia Untersttitzung der 

aktiven Phagoxytose empfiehlt *ich er.findungsge«i3 
die Liposom-Enkapsul i«run R von : 

Prostaglandin- Inhibitoren ( Indomethaxin , Aspirin) 
Inhibitoren der Enzyme Superoxid-Disautase und 
Katalase. 

Eine ahnliche Virkung konnte der lokale Entzug 
von Ascorbinsaure. Glutathion and Vitamin E 
als Elektronen-Akzeptoren haben. 

Vorteilhaft ist die Enkapsulierung von Peroxydase. 
veiterhin von Peroxid < Persulfat=Persulfat = 
Peroxodisulfat.Hypohalid). allein oder mit 
Halid kombiniert, sowie von KataLase-Inhib 1 tor 
Aminotriaxol, -it den, Ziele. den void Makrophagen 
ausgehenden tumorizidcn Effekt uber H^O,, zu 
unterstiitzen bzw. zu stSrken. Interessant in dieser 
Beziehuns sind neueste For schungs«r S ebni sse . nach 
denen das reduzierende und hiermit inakt ivierende 

Glutathion die Tumorzelle vor Zellyse durch den 
Makrophagen schutzt und durch Unterbindung der 
Glutathionnachbildung mittels BCNU-vermi ttel ter 
apezifischer Hemmung des beteiligten Enzyos 
Glutathion-fteduktase dieser protektive Effekt 
riickgangig gemacht verden kann- 

Dibutyryl-CAMF, Ionophor A 23 1»7 und Mito*ene 
(ailgemein), die uber die Regulierung des 
intrazcllularen Ca 2 * die Lymphozyt enprol i f erat ion 
stimulieren. 

Da die Mitcgen-stimulierte Lymphozy ten trans- 
formation, die die eigentliche Hobilisierung der 
fcleincn Lymphozyten ("memory cells") einleitet. 
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nur In An*«»senhcit von (c^t' a/.e! iular'*n) C*\ * * - I ou.-n 
erfo'gen kair -i. d die Mitogene <te Ca**-Inf!ttx in <f i .* 
Lymphozyten induzieren, und da dieser Ca* f -Influx 
durch Dibutyryi-cGMP beschleunigt (und durch 
Dibutyryl'-cAMP inhibiert) vird* ist cine Liposto**- 
Enkapsulierung von Dibu tyryl -cGMI* als cine d«*r 
Moglichkei ten zur Anrcgung der Lymphozyten sr.ur 
Prolif«ration in Betracht zu Ziehen. Ei ne wcit^r*- 
Moslichkeit ergibt sich durch die Enknpnul ierunjc von 
Ionophor A 23187, welches die Lymphozyten- 
proliferation fiirdert. 

Da nach den oocfernen Theorien die Phagozy tose . Exotyzosr 
und die Lysosom^Phagosom-Fasion durch die in trazel 1 ul are 
Ca 44k *Konzentration ixberwacht werden* indem die 
membranvertni ttelten Signal e tiber Ca 4 *-InfIu3C bzw. 
Mobil isierung intraze I lularcr Ca**-Depots den 
basalen Ca**-Spiegel kurzscitig von lo auf 
lo"'-lo*^M anheben und hicrdurch das Funktionieren 
des in t razel 1 ul aren Ac t i n/My o sin- Mcc h a n i Amu «i im 
Microfilament- und Mikrotubulus-System (Cy toskel eton ) 
erwoglichen, kan- ein Transport von Ca**- Ionen 
(z*B. als CaCl 0 , in Liposomcn enkapsul iert ) 
durch die Zellmembran unter Umgehung der Membran- 
ionensperre zur Makrophagerst imul ierung f iihren • vobei 
durch die Vahl: einer giinstigen Ca**-Depotform der 
Effekt protrahiert verden kann. Die Virltuns 
des oben ervahnten lonophors A23*87 diirfte auf die 
MobiUsierung des intrazellularen Ca**-Depots 
zuriickgehen; interes5nnterw^ise konnen bereits 
extrera niedrige Konzentrationen des erwahnten 
lonophors (lo"') die Zelle (z.B. den Makrophagen) 
weitgehend unabh'ipgig von extrazel luliiren Ca un<i 
Ms*** mac hen • 

Da Substanzen mi t Affinitat fiir hydrophobe Regionen 
der Makrophagenmembran dieselbe permeabler fur 
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(zveiver tige) Ionen nachcn, kann es von Vorteil scin „ 
die LiposGS-Obcrflachc mit Prot^lnc:*, reich ait nicht- 
pol are** i t enkist t ^rt ocier sole hen . di*» durch spezielle 
Forraen der Denaturieruns stark hydrophobes Charaktcr 
erhal ten haben, zu bcladen. 

3.4. Da bei Tumo^ression nxedrije und bei Tumor regression 
hohe CAMP-Spiegel gefunden vurden and da man cine 
CAMP - CGMP - Regu 1 i erun g der ZellproliTeration anniwat, 
kann eine lokale (intrazellulare) Stimulierung der 
Adenylcyclase einen tumorhemmenden Effekt haben* daher 
Liposom-Enkapsulierung von Theophyllin. Caffein, 
Catecholamine ( incl .Epinephrine Norepinephr in und 
Isoproterenol) und anderen cAMP-St insulator en (die 
erst^annten zvei Me thy Ixanthine erhohen den cAMP- 
Spiegel uber die Phosphodiest erase-Hemmung • die Catecholamine 
dagegen uber die Adenyl-Cyclase-St imul ierung. Oder direkte 
cAMP-Enkapsulierung. 

3.5. Liposom-Enkapaulieruns von Thioglykol lat (Makrophagen- 
Akt ivator ) . 

Erf indungsgemafte Stimulierung Liposom-Phagoxy t ose 

("Liposom-Clearance") bzw. der Liposom-Membran-Fusion 
durch: 

4.1. Polyathylenglybol (P AGs PEG) 

PEG verstarkt die Ag/Mc( Ant igen/Ant ikorper ) - 
Reaktion. Oieaer Uostand ist insbesondere deshalb 
intere.ift.mt, da das PEG (in einer rel. hohen Konzentration 
von ko%) bei der Ze it fusion ( Zellhybridierung) nach Kohler 
und Mil stein eingesetzt wird. 

Mit PEG kombinierte Liposomen konnen zu einer er leichter ten 
Phagozytose und hiermit Int ernal isiei u^g des Liposomen- 
gehalts in phagoxy t ierenden Zellen AnlafJ geben. Die 
optima I e Konzentration und Po I yranr isat ionsgrad (Molgewic^t) 
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Ges PEG tnihren eirplrisch hcrdus^n fun<ion wcrdcn 
(0ricritiercn^3wert : 4S- i*c PEG- Los tin^ % MG 6000) . 
Eine 4#-ige PEC-Lonung beschl^unijt wonwntlich 
die Ag/Ak-Rcakt ion und verkiirzt die bi-noti.^te 
Inkubat ionsHaucr . 

Eine 12.5%ige PEG-Losung prazipitiert seJ*ktiv 
die an Antikorper jebundcncn kurzketttgcn Prof.etn<* 
und Peptide bei homogener ( "solub 1 e-phrtse - * )RIA. 



4.2 Polyvinylpyrrolidon 

4. 3 • Polyvinylalkohol 

4. 4 . Polyvinylacetat 

4-5* Hydroxys thy l^j tarke 

4-6. Dextran, Dext ransu If at , Polysucrose, 



Dextran (poV> phosphat md PhtalftAure-Estfti 1 
Oextran (z..B. als 4;Sigo Losunj;) und Poly- 
sucrose (z.B. als l4%*ige Lbsung ) erhbhen die 
Rosettenbildung (Oindun; von SP.BC and T -Lymph o- 
zyten); es werden auch bei minima I cr SRBC - Be I adung 
(Opsonisierung) rait Imnunjlobul Inen Rose 1 1 on 
gebildet und die Empffcindl ichkei t ges teis* r t . 
Von der hamatologisch-iraraunoiogischen Arbeit 
her kennt man die $ute Vertrag Uchkeit der unter 
3*6* aufgefiihrten Substanzcn • 

Bekanntlich wird Dextran zui Leukozytensedimenti'rrung 
und als Blutexpander verwendet. 

Phtalaaurc-Esttr werden zur Gradient enzentrifugat ion 
der Zellen verwendet. 

4.7. Geringer Zusatz, (bei lokaler Anwendung ) von 
Amnion su 1 fa t 

Ammonsuifat erleichert den Ag/Ak-Kontakt 

4.8. Cholesterol 

Das frele und «lns (an der C ^- Hydroxy I gruppo ) 
veresterte Cholesterol konncn einen wichtigen 
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Einflutt auf die Incorporation von Liposoznen 
•r>us»b^»»^ Es aolite in Mu 1 1, i 1 ane 1 1 arvesikeln 
integriert warden (Cholesterol ~haltige Liposom- 
vesikeln). Intere»sant ware seine Virkung auf 
Fusion und Phagozytose unterschiedlich aufge- 
bauter Liposome in Anwesenheit auch von PEG 
oder DMSO/Glycerin/Glycerin-monobleat • 
Die Xompl enent-Bindung bei der Cytolyse durch 
T-Lymphozyten erfolgt nur, wenn der Mcrobrangehalt 
an freiem Cholesterol 35 Holprozente iiberschreitet * 
wall rend die Antikorper-Bindung unabhangig voo 
Cholesterol gehal*. der Zemaneiab ran erfolgt. 

k .9. 9 AET: Auch AET erhoht die Empf indl ichkeit der 

Ag/Ak-Rcaktion und kann sit Liposomen kombiniert , 
die Phagozytosc und Internalisierung des 
Liposom-enkapsulierten Materials beschleunigen. 

4.1o. Geringer Zusatz von Ag/Ak-Kontakt erhohenden 

Substan^on. 

Aus der Immune henie ~tan»t die Erfahrung, dafS die 
Ag/Ak-Reaktion (Prazipi tat-Linie ,Halo-Linie durch 
Formaldehyd (lo%ige Losung), Tannin (l#-ige Losung) » 
B-Kaphtoquinon-'i-sulfonnt u. Ninhydrin (je 
int ensiviert wird . 

4.11* Goringcr Zusatz von Zel lmem>ranperneabi litat steigenden 

Substanzen DMSO und Glycerin erhohen die Zel 1 mem- 
branpermoabilitiit. Beide sind gute kryoprotektive 
Mi ttel . Eigene 
kryobiologischc ilr.toi suchungen haben gezeigt , daft 
-uch <tA8 oben brsprorlwnr PMG nusgezc i chnet e 
kryopr»t okt S v*? Eig««nschnf ton be<ti tzt • 

; i . 12- Geringer '/u.MaU von ?icmipo1aren Verbindungen 

( Acet amid , Foj mami d ) . 

Vogen des l»a ll>j>o 1 *»r en Cbaraktcrs, der zwischen 
I ipophoben und lipophilen Bereichen vermitt el n kann. 
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sin*!- Acetamiil •-ntf *-*.-> rm.*mi«l im Zu»«immMihat!^ 
mi t der Liposom-Forschuns von Interesssp. 
r tw 13„ Gerinjcr Zusat2 von (a)kat tonischen(b ) 

anioni5chen und (c) ntcht ioni^chen Tnn.st'lrn. 
SpurAti von Tenstidcn ( ob«rf lachcnak t ivcn 
Substanzen) sind wejen ihrer starkcn Bee inf 1 u*»un<c 
der Zellmembran und ihrer RigiditKt von zentraUm 
Interesse bet den Stadium der Liposom-ZeLImerabran- 
Interaktion. 

Besonders intersssant si,id dabei Vcrbindungen, 
bei denen basische Gruppen rait tanjen al iphat ischen 
* Ketten (mit 12 oder «ieJ*r CAtomen) kombini^rt sin<I. 
da immunoloj?i»chc Untcrsuchungen gexci^t haben, 
daft Verbimiunsen diesen Typs vi« quatcrniire 
Amoniumverbindunsnn, subgtltuiertc Guanidine und 
Benzamidino eine klaro adjuvant** Wirk«n« aufweisen- 
Oiescr Adjuvanaeffekt wird »it der Fohi^kcit in 
Zcsammenhang gcbracht, Zel L membra n en aktiv 
beeinflusscn. TatsacMich weiftman von vielen 
Adjuvantien, daB sie in der Lage sind, Lysosomen 
in amoboiden Makrophagen aufzuioscn vie von 
Saponin, Vitamin A % Endotoxin. 
^.13.1 Beispiele kat ionischor oberf lachenakt i^er 

Substanzen sind BcnzyidimethyUalkyiammoniam- 
chlorid (Hyamine 35oo % Benzalkoniumch 1 or i d ) ; 
Benzyldii3obbutylphcnoxySthoxydimethyl- 
Ammoniumchlorid (Benzethoniumchlorig* . Hyaline 
1622 t Pheroerol ) ; Ce ty I trirae thy lammon i umoromid 
(CTAB, Hexadecy I- trimethylammoniumbroniid) ; 
K-Ber.*yl-N, N-dimethy 1 -N- ( 'l- 1 , 1 . 3 , 3- 1 e t rame thy 1 buty L ) 
pSenS5v£thyl ) -ammoniumch I or id ; N-Benxy 1 -N , N- 
dimethy ( U . 1 • 3 • 3- tetrainethy Ibut y I ) - 

tolyloxyathoxyath/1 ) -ammoniumchlor id 
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7 * . LI* 2 Heiapiel e aniontaehe** oberf lachenakt iver 

Substanzen sind Butan* I - sul f onsaure-Na^Sal z ; 
Dodecan-I-sulfonsraure-Na-Salz; Hcxadecan-l- 
sul fonsaure-Na-Sa I z ; Oc tadccan- l-sul fonsaure- 
Na*Salz; Tetradccan*l»5ulforisaurc-Na-Sal z; 
Schwefelsauredecyiester-tfa-Salz; Schwefel- 
aaureoctylester-Na-Salz; Schvef elsaureoc tade- 
cylester-Ka-Salz 

4.13-3- Beispiele tail- oder nichtionischer oberf lachen- 

akt iver Substanzen: Nonylphenolpolyathylenglycol - 
ather; Tetrapropy I enbenzol sulfonsSuremcthylester ; 
OctylphenolpolyathylenglycolSther ; Polyathylcn- 
^lycolnonolaurylather; Polyathylenglykolmonostearyl- 
ather ; Polyathylengtykol»onostearat - 

Besonders interessant 1st beia Liposom-Studium der 
kombinlerte Zusatz von PEG und Polyathylenglycol- 
nonolaun&ther (bzv. PEG und sein Monostearylather 
oder PEG and sein Derivat Honostearat) . d.h* die 
Kombinierung der Liposc^-Phospholipide »it PEG und 
den aus PEG abgeleiteten nicht ionischen Tenaiden. 
Tenside konnten nit Forraamid und/oder Ac et amid 
kofflbiniert werden . 

Liposom-Enkapsulicrur.s bzv. Phosphatid (Phospholipid 
beitniachung zutn System MincralSl-Emulgicrungsoittcl 
Mannitol-Oleat oder Lanolin) i» inkomplet ten oder 
kompletten (d-h. »it nbgetoteten Mykobaktorien 
vcraeh'enon) Freands Adjuvans konnte den Adjuvans- 
effekt wHhrend der Makrophagensensibilisierung 
ornbhen. Auch hier konnen PEG , AZT .Ten side « speziel i 
kationische und nicht ionische in geringsten 
Doslerungen weltcrc Vorteile mit sich bringen. 
Von besonderem Intercssc sind ouch quaternare 
(Aromonium)basfn . da sic schon al lein als 

Adjuvantien wirken konnen. 
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^•15 Lipoaom-F/akapsuI i^run^ bzw. Adnoi pt ion art 

holloiciale Su5;>cn.sicn von A lu»t n t unhyclt'oxyd odo* 
Alu«ni rtiuO|ihosphat odcr CoaConit/Montmori 1 Ion it . 
in Kombination auch nit PEG. Tcnsiden. 
Mineralol/Emulgiitor usw„ sind cbcnso von Vorttti ! - 



5- Brfindunssjemh'fte Vcitcrcntwicklun^ von mu I t i I a*n*» il .* r 

Liposom-Vcsikeln 

Bei der Vciterentwicklung dcr Liposome ?:w«»ck* 
Erhohung dcr Interaktion i.ipon^m-2cl Imembran und 
Erleichterung der Internal isierung des Liposom- 
inhal tes komtnen auch Kombinationcn der obenerwahn ten 
Phosphoglyceride talt v«iteren Verbindungcn irt 
Bctracht wie Phosphat tidy la" thanolamin (CephaLin). 
Phosphat idylinosito) ♦ Diphosphatidykgkyceroi 
(Cardiol ip in) • Sphingosin (^-Sphingbsint 'j-Spingenin) . 
Dihydrosphingosin (Sphinganin) • Phytosphingosin 
( 'l-Hydroxysphinganin ) f ^S^Sphingadien. Sphingomyo? in. 
Cerebrosid (Gluccoccrebrosid , Ga lac toe ercbrosid und 
sein Sulfatcster, da^ Sulfatid. Di-, Tri und 
Tetrahexosid , sauretn Clycosphingol ipid ( GangL iosid) 
u • a . Neben den ervahnten Lysolecithin 
(Lysophosphat idylcho lin ) konnen noch andere 
Lysophosphoglyceride (2 . B. Lysophospha t idyl e thano X - 
arain oder Lysophospha t i My 1 ^.er In) so wie synthetischr 
Produkte . die LPA # d.h* die Lysophosphol ipid-Ana Lo^a « 
wie 1 -OctidecyI-glyccro-3-phosphocholin , . 1-Oc tadocy 1 - 
2 - me thy 1 -giyr. ero- 3-phosphochol in , I -Stearyl-2-me thy I - 
glyccro-3-pho*phoch<> 1 in , Hcxadecyl phosphorylcho 1 in 
und l-Dodecylpropandlol-3-ph^sphocholin bzw. die 
entsprechen;len Derivate (Analoga) des Lysophospha t - 
idylserins, des Lysophosphattidylathanolamins und 
des Lyaophoaphat idyl inositol s eingesetzt werden. 
5*2- Gegeb^nental I s konnen diese Verb indun j^en auch in 

Kombination mi t Ga I Unsaurcn, ( "Chy lomi c ron^-Eff <*kt " ) 
sowif* mi t immohi 1 |7jorf./»n Lrkt :n««n o«l*-r* Pro t #-k t i n«-n . 
( v. .11. ConA/Sfpharosr ) Vi»rwr»m!'in«; f i n-!<vj . 
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Tumor se lektive Cheootherapie <Iurch Enkapsu! ierung 
von cytotoxixchen Substanzen in Liposomsn un*1 
Kryt"ircz> t fti- - -! " e der OberTlSche mit tumor- 
spezif isch«n Immunol obul inen (in koval enter 
Bindung) bela»!en sind* 

Neben der St i mul icrung der kbrpereijencn 

Immunabvehr durch bes t immte in Liposomen 

enkapaulierte Substanzen crgibt sich aber auch 

die Moglichkei t % die Li po somen sum Transport 

cytotoxischer Substanzen(an die Tumorzielzelle) , 

ailein oder in Kombination mit Immunstimulant ien • 

eintusetzen, urn eine selektive Abtotung der 

transf ormicrten Zellen bei weitgehender Verschonung 

von gesunden Gewebezellen zu erzielen, vobei die 

Liposome™ an der Oberflache mit tumorspezif ischen 

Iimnunglobul inen be laden icin roiissen - 

Durch Bindung starker Toxine wie Rizin. Abrin, 

Modeccin. Celonin. Dipht erie-Toxin etc an die 

F (abJg-Pragmente von Xmraun^lobul inen ist es mo£lich 

Chimiiren, aog. ••Imttunotoxinc" zu synthetisieren. die 

die Zielzellen, z.B* die TumorzeHcn, "aufzusuchen" 

und selektiv abtdten. Folgende dieser Immunotoxine 

hat- man schon im Tierexper iment oder in der 

Gevebeku 1 tur erfolgreich getestet: 

Monoklonales IgM-fragnent gegen das Thy 1,2-Antigen, 
kombiniert rait Rizin A; monoklonale Antikbrperfrag- 
mente gegen irtn kolorektales Turoorantigen. kombiniert 
mit Rizin A; ant iidiotypische Antikorper gegea 
Immunglobuline eines B*Ze I L -Lymphoma , kombiniert 
mit Rizin A; I .<?G( F ) ab ) ^-An t i serum gegen L I2*o 
Leukemieze lien, kombiniert nut Diphterie-A-f ragnent 
und F ( ab ) 2 - An t i 1 ymphozy t cn-Gl obu L i n , kombiniert 
mit Diphterietoxin A. Mit Abrin, konju^iert wit 
Anti-Thyl ,$-F(«b)^, konnte Lytnphom der AKR-Miiuse 
erfolgreich g<rheilt werrfen. 
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Auch Vinblas tin, Dau^omyc in . AOIt . Ac t i ««m> c i n f> . 
Methothrcxot. 2 -rt-O- A.-jbinofuranosy ! cy toxin u..i . 
vurden als Liposom-Enkapsulate setesttt urn! 
brachten Vor telle gcKeniiber dor kl ass 1 schcn 
Verabreichunjs f o rm . 

EnkapsulierunjE von Cytotaxiks/Cyto*tat ika. 
Errindungsgemaft IcSnncn -lie bei "Immunotoxinen" 
aufgefuhrten Toxine sowie die bisher in Verbindun* 
mit Liposomen nicht beschriebenen Zytostatika d*»r 
allRemeinen Klassen Alkylantien (Buaut f.insHyleran . 
Chi orambue i 1 -Leukeran . Cyc lophosphaoi d *End oxana 
Cytoxan . DBMsMyelobrotaa 1 . HN2=Mus tar S en, Ph en y I a I a n in - 
Mustard. -*hioT£PA=TSPA .TEH) . Antimetabolite 
(A«acytidin.Cyto»in-ar-abinosid=Ara-C=Cytosar . 5-Ft;,5- 
Fluorouracil . S-Mercaptopurln^-MPsPurincthol , 
TTG-Thioguanin). Mit09<f-Inhibitoren(Vincristin-,u! fat), 
Antibiotika (Mitomycin C, Bleomycin. VP- 16 ) 
sowie andcre Zytostatika ( BCNU.CCNU . c is-Pl a t in urn (EI). 
Hydroxyurea, DTlC.Mitotan»o .p-DI>0 und Stathcokinetik., 
(Coicemide.Anguidin) aU Liposo.-, - und/oder Erythrocyte 
Enkap.sulate eine tumorsclektive Chemo thcrapie mit 
minimal en Xeben-irkungen emo S l Lehen. 
6 - 2 * Kovalente Bindung der Liposome an HPO 

Das HPD(=IIaematopoi phyrin-Derivat ) wirrf laut 
neuestcr amerikan. Liter.itur selektiv an Tumorgewftbe 
gebunden. Man kann daher die Li r>o somen (an Stelle 
der Ig) an HPO assoziieren bzw. kovalent binden 
und als Transportmittcl fur Zyt>statika und Toxine 
anwenden - 

6 - 3 * Kovalente Bindung der Liposome an Hormone 

(bei hormonabhangigen Tumor en) 

Bei hormonabhanjisen Tumoren wle Prostata- und 
Mamma -Tumor en ist eine kovalente Bindung 
(Kon jugierung) von Liposom-Vesikeln an syntheti<tch« 
bsw. hal bsynthetische Hormone moglich. da die 
Kormonr<ii(!ptor«n die Orjnnac ! ek t i v i t ;» t rrmog I i chr «-n . 
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6.4. Kovalente bindung or Liposome an Tttmormarker 

Interessant ist auch eine Konju^ierung von 
Liposom-Vesikeln an CEA , AFP und Tennessee-Antigen. 
venn dieae T-imorantigene durch Anreicherunj 
und Reinigung z.b. ait Hilfe vor. HPLC. 
praparativer Elektrorokussierung. Arfinitats- 
chroma to graphic oder- Chromatofokusaieruns zur 
Verfiigung stehen. 

Tumorzellproliferationsbeeinflussende Substanz. 



6.5. 



Von Interessc aind, .bei direkter oder indirekter 
iib-r Liposom-Tranajfortvesikeln Application. 
Subatanzen wie Auxine. indol substituierte 
Carbonsauren ( Indolyl -3-butteraaure) . naphtyl-bzw. 
phenyl substituierte EssigsaurenC UNaphtylessigsaure ) . 
Oerivate von Phenoxycarbonsauren(2, 4-Dichlorphenoxy- 
essigaaure ; 2 , 4 , 5-Trichlorphenoxy-esaigsaure ; 
2-Methyl-4-chlorphenoxy-essigsaure) und Derivate 
der Naphtoxycarbonsauren{2-Xaphtoxy-e»si g saure) 
vegen der Becinflusaung der Tumorzellproliferation. 
6.6. Cytochalasin 

An Antitumor-Ig kovalcnt jrebundene Liposonen kbnnen 
auch Trager von Cytochalasin seln, welches 
Storung der Kern-Cytoplasma-Interakt ion in der 
Tumorzelle vcrursacht . 
6 * 7 ' Spczifische Inhibitoren von CoLlagenasc III und IV 

Nach den al 1 erncuesten Erkenntnissen 
nn.crikar.i s chi. r Forschcr sine! Collagenasc XII und 
IV (als Exoei7.yme) das Mcrkmal, der Selektions- 
vorteil, der die metastasierenden Tunorzel 1 inien 
von den ni ch t -met as t as i crenden Subpopu la t ionen 
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unterr:chcid«t. EIne Enkapsul i «rung von 

sp «zifi 3 chen Coll*ten.J.«.H«w«™<»-B- VOB 
CoUmjcn-AntiiDetaboliten/Strukturanalosa) 

in »it Antttumor-lK bela^n,:n Llposom- 
Vesikeln 1st daher von Intcm^c. 

6 8 Butyrat 

Butyrat inducer! als ;Vew,r,« transformation 
agent" Vachstu.shen.ung und/oder morpho! ojjiscb- 
und bloche»ische Redif fer^nzieruns trans- 
formierter Zellen. 

I« foigendon wird die ErfLndung anhand ein«s 
Deispiela naher erlauterf. 

Pho*phatidyloholin (au« Hiihnerei) und 
Phosphatidyl 9 er in (au, Rindergehirn) konnen in 
chromatographischer Rcinheit kommerziell 
bezogen werden - 

Zur Hcrstel'ung von multilamellar Vesica 
kann man beide Phospholipide im 1:1- odcr 
im 7 :3-molaren Verhaltnis in Chloroform 
auflosen. Vorteilhaft ist eine <* , 95 : '* • ?5 ^ » 
molare Mischung von Ei-Phosphatidylcholin, 
Rinder-Phosphatidylserin und Lysolecithin . 
jelost in Chloroform, weil sic" 



1 - 
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iffl Versuch gezeigt hatte, daft die dabei entstehenden 
Liposomen negative Ladur j bzw. ein Ze ta-Potent ial 
aufweisen, welches sine etwa 12fach erhohte Pha50tyto.se 
bzw. Membraafuf ionierun? ^ i « Leispie Lsvcise die 
elektriach neutralen Liposomen aus Ei-Phospha t idylchol in 
zur Folge hat* 

Nach der Choro f ortnv« r damp f anj im Rotat ion.^verdampf er verden 

wasser losliche Immunost imula toren im mit 5-lo% PCS (FBS=Foe tales 

Kalbserum) versehenen ZeLlkulturmedium .( z - B- RPMI i64o oder 

CMEM oder TC 199 oder HBSS) zujesetzt, die Mischungmit 

einem hochtourigen Geriit 2o-6o min lang emuljiert und die 

entstandenen , Testsubstanz enthaltenen Liposomen durch 

auf In J ekt ionsspritzen au fschraubbaren Milliporef liter 

filtriert. Die Liposome verden auf einen Tota 1 1 ipidgehal t 

von ca lpMol/ml Zel iku 1 t urmedium eingesteiit und sollten 

nicht lanjer als Zk Stunden stehen. Der durchschnittliche 

Liposomeninhalt soli ca 2-3il-lo54 pro Mol Phospholipid 

betragen. Das Lipoaom-enkapsulierte Material soil den zu 

st imulierenden Makrophagen in einer Dosierung gegeben 

werden, daft loo j.+Mol Phospholipid auf I » lo^ Makrophagen 

anfallen. Diese Lipoaomdosierung entspricht einer 

absoluten Menge von ca o,27*d. des enkapsul i er t en Materials 

5 1 
pro l t lo' Makrophagen* 

Vahrend bei der mechanischcn Mischung der nach Abdampfen 
des organischen Lbsungsmittels und "Emulgierung" im 
wSssrigon Medium entstehenden Liposomen Vesikeln mit 
einem durchschnitt lichen Durchme.iscr von 5- 5oJ*n entstehci, 
kann der mittiere Durchmesscx- durch Ul t rascha I I - Behand lung 
der "Emulsion" auf o t o5pa herabgesetz^. werden • Die 
mcchanisch erzeugten Liposomen sind aus konzent rischen 
Phosohol ioid-Bi lavern mult Hnmellar aufrphAut. . woh*t H^r- 
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interlamellarc Raum 5k~75& bctrajt . Die durchschn i 1 1 i iche 
Schichtdicke der Phosphol .ipid-BLI ayer bctragt 5o X. In 
diese %wi schenrauiiMi wird das wasscr I t iche Material 
wi e Immunost imul atoren bzw. Cytostatika und Lektine . 
in die Liposom-Bilayer die I ipoph i l«n Verb i ndun e irtRnba^ r - 

Bei nicht-molekulnrdisporsen Wirkaubstanzcn win! die.H'rr 
regelmafiis konzentrischc Auf >au gestort. es kommt vie! mehr 
zu einer Art Beladung der partikularen Effek tor mater i a I en 
mi t raultilamellarer LiposomauBenschicht . Die fehlendc 
Antigenitat der LiposomauRenschicht verhindcrt' Immunnnt- 
worten von verzogerten Typ bei jleichzeitis erleichterter 
Membranannaherung und Fusion. Durch Ersatz von 
Dicetylphosphat in einem 7^2: 1-Gemlscb von 
Lezithin* Cholesterol und Dicetylphosphat durch 

Stearylamin kann die negative Oberf Ucheniadung des Liposomal 
zur positiven umge^andelt werden. Dies ist deshalb von Jlefleutung, 
da man beispielsviese von Proteinen, die bei pH7, o-7. ; * positiv 
geladen aind, weil), dafi sie wesentLich hiihere Immunogeni t a t 
aufweisen, wenn sie in positiv gcladcncn Liposomen 
enkapsuliert werden. Auch das Lezithin: Cho i es teroi -Vcrha I tnis 
ist wichtis- Gunstig ist oft die Obcrflachenbeladung der 
Liposomvesikeln mi t m dena tur ier ten Immunglobul inen und 
(aktivera) C3-Komplement . Gunstig ist. wie an?derer Steile 
ervrahnt, die gleichxeit i se Applikation von Adjuvant ien wie 
Saponin, M. tuberculosis. B . pertussis u.a. Bei Liposom- 
Injizierung entstehen an der In jektionss tel Le keine 
Granulome • Liposomen zeigtcn bei der Anwendung b**im 
Menschen keinerlel nogatlvw Effekte, eine rapid* 
Mobil isierung von der Injekt ions.ntcl Le und eine 
betrachtliche Retent ionsz^it in der Lymphknoten. Liposomes 

_ » t_ J 1 .as 1 



